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成人 C D 4抗原陽性 丁細胞 は C D 45抗原の アイ ソ フ ォ ー ム くis ofor ml の 発現の適 い に よ り メ モ
リ ー T細胞分画 とナ イ ー ブ T細胞分画 に 分割 し得 る ． C D45 R O抗原 を認識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
くm o n o clo nala ntibody， m A bl U C H L l陽性 の T細胞 は， す で に 免疫 を受 けた 可溶性抗原くリ コ ー ル 抗
原1 に 対 し強く 反応す る メ モ リ ー T細胞 であ ると さ れ る の に 対 し ， ナ イ ー ブ T細胞 は抗 C D 45 R Am A b
で認識 され る ． 本研究で は ， 新生児 C D 4細胞 に お け る C D 45 アイ ソフ ォ ー ム の 発現 と ， ヘ ル パ ー 活
性， サ プ レ ツ サ ー 活性や 抗 CD3抗体 ， 抗 CD 2抗体に 対す る反応性な どと い っ た機能と の 関連 に つ き検
討 した ． フ ロ ー サイ トメ ト リ ー を用い て 解析 す る と ， 新生児 C D 4細胞 は ， C D 45RO 陰性 ， C D45 R A陽
性くC D 45 R O
－
， C D 45 R A
＋Jと い っ た ナイ ー ブ T細胞と して の 表面形質 を有 して い た ． そ の表面形質 に 一
致 して新生児 C D 4細胞 は成人 ナ イ ー ブ くC D 45 R O．ンC D 4細胞 と同様 の増殖反応を示 した ． リ コ ー ル 抗
原の ひ とつ で あ る精製ツ ベ ル ク リ ン くpurified pr otein de riv ativ e， P P Dいこ対 し て は ， 成 人 メ モ リ ー
くCD 45 R O
＋1C D 4細胞は良好 に 反応 す る の に 対 し ， 新生児 CD 4細胞と成人 ナイ ー ブ C D 4細胞と は ま っ
た く反応 し なか っ た ． 抗 C D 3m A bや 抗 CD 2m A b で誘導さ れ る増殖反応 は成人メ モ リ ー C D 4細胞で
強く み られ た が ， 新生児 C D 4細胞 で は成人 ナ イ ー ブ C D 4細胞同様 ほ と ん ど認 め ら れ な か っ た ． 抗
C D 3m A bに 対 す る低反応性は抗体 を固相化 した場合 一 層顕 ら か で あ っ た ， ポ ー ク ウ イ ー ド マ イ ト ジ ュ
ン くpoke w e ed mitogen， P W Mlで 誘導 され る B細胞 の免疫 グ ロ ブ リ ン くim m u n oglobulin ， Igl塵生 に 対
して ， 成人 メ モ リ ー C D 4細胞 は強 い ヘ ル パ ー 活性 を示 した が ， 新生児 C D 4細胞 はま っ た く ヘ ル パ ー 活
性を持 たな い の み ばか り か ， そ の サ プ レ ツ サ ー 活性 は成人 ナ イ ー ブ C D 4細胞と 比較 して も非常 に 強く
認め ら れた ． Phytohe m ag glutininくP H Alに て刺激 し ， イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2 くinte rle ukin －2， IL－21の
存在下 で培養す る と 新生児 C D 4細胞 はメ モ リ ー 細胞 と し ての 表面形質くC D45 R O＋ ， C D 45 R A．ンを示 す
よ う に なる とと も に ， B細胞の Ig 産生の 対す る ヘ ル パ ー 活性や C D 3分子 と C D 2分子 を介 した刺激 に
よ る増殖反応性と い う メ モ リ ー 細胞 の持 つ 機能 を獲得 した ． 培養後の 新生児 C D 4細胞 は抗 C D3m A b
や抗 C D 2m A bに 対 し強い 反 応性 を示 す よう に な っ た が ， Ig 産生 に対 す る ヘ ル パ ー 活 性は成人 メ モ リ ー
C D 4細胞 と比 較す る と ， 特に IgA 産生に 関 して は不充分 で あ っ た ． こ れ に 対 し ， 培養 に 伴う CD45ア
イ ソ フ ォ ー ム の メ モ リ ー 細胞 へ の変化 に 伴い 培養後 の 成人ナイ ー ブ C D4 細胞は メ モ リ ー CD4細胞 と匹
敵す る ヘ ル パ ー 活性 を獲得 し た ． こ れ らの 結果か ら新 生児 C D 4細胞 は培養前及 び培養後に お い て も 成
人 ナイ ー ブ CD 4細胞 と同様の表面形質を有 し て い る が ， 機 能的な面 で は新生児 C D4 細胞 は成人 ナイ ー
ブ C D 4細胞 と比 較 す る と免疫学的に 未熟 で あ る と推測す る ．
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臨床的に 新生児は細菌や ウ イ ル ス な どの感染症 に 躍
患 しや すく ， 新生児や 乳児に お ける 免疫 反応 が成人 の
それ と比 較 し劣 っ て い る こ と は 周知の 事実である ． ヒ
ト免疫担当細胞 の 発達は既に 胎生早期よ り 認め ら れ ，
その 数 や比率 は生下時 に は成人 と同様 の レ ベ ル に 達 し
てい る1I． 新生児期に お け る宿主防御反応 の 低下 は ，
一 部 に はB細胞 と単球の機能的 な発達の 未熟陰に よ る
と考 え られ る が ， T細胞 を介 した 免疫反応の 未熟性が
新生児期の 免疫不全状態 に お お い に 関連 して い る ． 新
生児 丁細胞 はB細胞 の 免疫グ ロ ブ リ ン くim m u n oglob－
ulin
，
工gl産生細胞 へ の 分化 に 対 す る ヘ ル パ ー 活性 の
低下 ， む し ろサ プ レ ツ サ ー 活性の 増強 とい っ た機 能的
特異性 を有 して い る こ と が 既 に 報告さ れ 恥 7I， さ ら に
マ イ ト ジ ュ ン 刺激 に よ る イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2
くinterleukin －2， I し2I 産生能は正 常 だ が ， イ ン タ ー
フ ェ ロ ン ー y くinte rfer o n－ y ， IF NT yJ や イ ン タ ー ロ
イ キ ン ー 4 くinte rleuk in－4， IL－41 等の サ イ トカ イ ン の
産生能 は低下 して い る こ と均 一 川 も 示 さ れ て い る ． し か
し． こ の 新生児丁細胞の機能的未熱性の原因 に つ い て
は未 だ に 明 らか に な っ て い な い ．
ヒ ト の C D 4抗原陽性 丁細胞くC D 4細胞Iは末輸血 丁
細胞 の50句 60％ を占め ， 免疫学的制御の 中心的役割を
担っ て い る12l． 最近 ， 成人 C D 4細胞が C D 45抗原 伯
血球共通抗原 ，1e uko cyte c o m m o n a ntige nンの 分子 量
の異 な るア イ ソ フ ォ ー ム の発現 の違 い に よ り さ ら に メ
モ リ ー 細胞 とナ イ ー ブ細胞 と に 分画 し得 る と報告 され
るl計 り 朋． 分子 量 180k Da の C D 45ア イ ソ フ ォ ー ム
くC D 45 R Ol を認識す る U C H L lモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
くm o n o clo n ala ntibody， m A bl は メ モ リ ー 細胞 を含 む
抗原刺激 を受 けた T細胞 に 発現 さ れ ， C D 45 R O陽性の
成人 C D 4細胞分画 はメ モ リ ー 細胞の 機能と し て 可溶
性の リ コ ー ル 抗原 に 対 し強い 増殖反応を 示 し ， か つ B
細胞の 王g 慶 生に 対 す る ヘ ル パ ー 活 性 を 有 す る1 3I． 一
方 ， 相補的 な C D 4細胞分画 は分子 量 205ノ ー 220k Da の
CD 45アイ ソ フ ォ ー ム くC D 45 R AIに 対す る m A b で認
識さ れ ， こ れ ら の機能を持 た な い ナ イ ー ブ T細胞 と考
え られ て い る
17I18I
． ま た ， さ ら に メ モ リ ー C D 4細胞 と
ナイ ー ブ C D 4細胞 で は幾 つ か の機能的相違が指摘 さ
れ て い る ． 例 え ば ， メ モ リ ー C D 4細 胞 の 抗 C D 3
m A bや抗 CD 2m A b で誘導さ れ る 細胞増殖 は ナイ ー
ブ C D4細胞 よ り顕ら か に 強 く19ト ロI， 一 方 自 己 リ ン パ
球混合培養 で は ナイ ー ブ C D 4細胞 の 方が 強 く反応 す
im m u n oglobulinニ IL－2， interleukin－2ニ IL－4，
原
る 181． マ イ ト ジ ュ ン 刺激 に 対 し ど ち らの 分画 も同程度
1 し2 を産生す る が ， 工F N－ y や I し4を 主 に 産生するの
は メ モ リ ー C D 4細胞 であ る23ト 25，． P hytohe m ag gluti．
nin くP H Al で活性化 を受 け る と成人 ナイ ー ブ C D 4細
胞 は CD45 R O抗原 を発現す る よう に な り ， C D 45 R A
抗原 を失 い メ モ リ ー 細胞 と して の 表面形質 を有するよ
う に な る ． こ れ らの 免疫学的背景か ら ， 本研究で は新
生児 C D 4細胞の機能的特異性 と C D 4 5ア イ ソ フ ォ ー
ム の 発現 の 関係 に つ き検討 を加 え ， 試験管内 で PH A
で 刺激 し た時 の CD 45 アイ ソフ ォ ー ム の 発 現の 変化を
解析 しそれ に 伴 う 機能的分化 に つ い て も 検討 を加え
た ．
対象 お よ び方法
I ． 未棉血 リ ン パ 球 の 分 離
臍帯血 は正 常満期新生児の臍帯 よ り採取 し ， 生後5
日 の 新生児 か ら17歳 ま で の健康小児お よび25旬 35歳ま
で の 健康成人 よ り ヘ パ リ ン 加静脈血 を得 た ． Ficolト
Hy paqu e くLym phopr ep， Nyc o m ed A S， Oslo，
No r w ayl を用 い た 比重 遠心法に よ り 末棉血単核細胞
を分離 した ． さ ら に 2－ ア ミ ノ エ チ ル イ ソ チ オ ウ ロ ニ
ウ ム ブ ロ マ イ ド く2－ a mino ethylis othio u r o niu m
br o mideJ 処理 ヒ ツ ジ赤血球 を用 い た E p ロ ゼ ッ ト沈
殿法 に て E 一 口 ゼ ッ ト形 成 くE－r O SS et fo r ming， E＋1
細胞 と E 一 口 ゼ ッ ト非形成くn o nE－r O SS et fo r ming，
E．1 細胞に 分離 した 印 ． 末梢血 単核細胞 を培養用 フ ラ
ス コ くNo．3075， Co sta r， Ca mbrige， M A， U．S．A．1中で
37
0
C， 60分 間イ ン キ エ ペ ー 卜 し ， 付着細胞 を 3000
r ad 放射線照射 し ， 単球 と して用 い た ．
I工． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 くm A叫
C D 45 R O抗原 を認識す る U C H L lくIgG 2aJ mA b は
Dakopatts AIS くCopenhagen ， Denm arkI よ り，
C D 45 R A抗原 を認識 す る 2 H 4くIgG IJm A bは フィ コ
エ リ ス リ ン くphyc o e rythrin ， P EJ 標 識の も の を
Co ulte rIm m u n ol gyくH iale ah， F L， U．S．A ．ンよ り入手
した ． 抗 Le u3a mA bくIgGl， C D 4I， 抗 Le u2a mA b
くIgG l， C D 8J， 抗 Le u16mA bく1gG l， C D 20Jは フ ルオ
ロ セ チ ン イ ソ テア ネ ー ト くflu o r e sc ein is othio cya n．
ate t FI T CI 標 識の も の くBe ckto n Dickin so n
Im m u n o cyto m etry Syste m s， M o u ntain V ie w s， C A，
U ．S ．A ．Jを使用 した ． O K T 3m A bくIgG l， C D 31はジャ
ン セ ン 協 和株式会社 く東京1 よ り ， 抗 T l12 m Ab
interleukin－4ニ m A b， m O n O Clon al a ntibodyニ
P B S， phosphate buffer ed salin eニ P E， phyc o erythrin三 P H A， phytohe m ag glutinini P PD，
pu rified protein derivativ eニ P W M， POke w e ed mitoge nニ rIL－2， r e C Ombinantinterle ukin－2
新生児 C D4 細胞の 機能的分化誘導と CD 45抗原
tIgG2aI お よ び 抗 T l13 m A bくIgG 3りま E． L． Rein－
herz 博 士 くDa n aFa rbe r ガ ン セ ン タ ー ， Boston ，
MA， U．S．A ．Jよ り供与 を受 けた
2 嘲
E L ニ 重 標識免疫蛍光法 に よ る 解析
丁細胞亜分画 に お け る C D45 RO 抗原 の 発現 を み る
ため 2墓標識免疫蛍光法を用 い た 叫 ． 末棉血単核球 を
200倍希釈 U C H Llm A b と 4
O
C
， 30分 間反 応 さ せ た
後， 1 ％ 非働 化 ウ シ 胎 児 血 清 tfetal c alfse r um ，
F CS， Flow Labo r ato rie s， North Ryde， Au str alia川口
リン 酸緩衝液くpho sphatebuffered salin e， P B Slに て
2回洗浄 し， 200倍希釈 ビ オチ ン標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス
IgG 2a 抗 体 くZym ed Labo ratories， Sa n Fr an Cisc o，
C A， U．S．A ．1と 反応 させ た ． 同様 に 2回 洗浄後 ， P E標
識 ス ト レ プ ト ア ビ ヂ ン くstreto a vid inJ くBecto n
Dick ins o nIで蛍光染色 し， T細胞亜 分画の同定の た め
に FI T C標識抗 C D 4m A bまた は 抗 C D 8m A bを添
加した ． C D 4細胞 に お け る C D 45 R A抗原 発現の 解析
に対して は P E標識抗 C D 45 R Am bと FI TC 標識
抗C D 4m A bを 同時に 加 え た ． 二 重標識免疫蛍光法 の
解析に は E PI CS Cフ ロ ー サ イ トメ ー タ ー くCo ulter
Ele ctr o nic sIn c． ， H iale ah， FL， U ．S．A ．ン を用い た ．
N ． C D 4細胞分 画 お よ ぴ B細胞の 分 離
C D4細胞亜群 は E PI CS Cフ ロ ー サイ トメ ー タ ー を
用い たセ ル ． ソ ー テ ィ ン グ 法くc ellso rting 法1 に て 分
画した 一 成 人 E＋ 細胞 を 上 述 の ご と く 抗 C D 45 R O
m A b と抗 C D 4m A bに て 免疫蛍光染色 し ， C D 4細胞
を C D45 RO 陽性 くC D45 R O＋J お よ び C D 45 R O陰性
くC D 45 RO．I の 二 つ の 細胞分画 に 分離 した ． C D 45R O＋
細胞を分離す る と き に は蛍光強度の 強い 細胞 の み を選
び， 弱陽性の 細胞 は除外 し た ． 一 部 の 実験 で は メ モ
リ ー T細胞 ま た は ナイ ー ブ T細胞を得 る た め C D4 5R－
Aく2 H軒 細胞ま た は C D 45 ROくU C H L lr 細胞を セ
ル
．
． ソ ー テ ィ ン グ法 に て 単離 した ． 新 生 児 僻帯 封
E十 細胞 は FI TC 標識抗 C D 4m A bの み で 染色 し ， 新
生児末分画 C D 4細胞 を同様 に 分離 した ， 分離 し た 各
C D 4細胞分 画 は98％以 上 C D 3抗原陽性 で あ り ，
C D14十 単球や C D 20＋ B細胞は0．1％以下 で あ っ た ． 各
C D4 細胞分画の ヘ ル パ ー 活性 を評価 す る 実験 の た め
に
， 成人 E．細胞 を抗 C D 20m A bに て染色 し
， 同様
に セ ル ． ソ ー テ ィ ン グ法 に て C D20＋ 細胞 を分離 し
，
成人 B細胞 を得 た ．
V ． 各 C D 4細胞分画の 増殖反 応性
各 C D4細胞分画 は10％非働化 ヒ ト血 清
，
2 － メ ル カ
プトエ タ ノ ー ル く2－ m e r C aptO etha nol． 5 xlO－5 Ml，
L グル タ ミ ン く0．3m glmり， ペ ニ シ リ ン く200UノmlJ，
ゲンタ マ イ シ ン く10JL gノml ， Hepe s緩 衝液 く25m M，
751
Gibc o， Gr a nd Isla nd， N Y， U．S．A ．1 を 含 む R P M I
1640培養液くGibc oJ に て浮遊 し ， 96穴平底 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト くCo rning Gla ssW o rks， Co r ning，
NY， U ．S．A．Jの 1穴 あた り5xlO4個の 細胞 を分注 して
培養 した ． マ イ ト ジ ュ ン や抗原刺激の とき に は 1穴あ
た り同 一 検体 よ り得た放射線照射 し た 5x lO3 個 の 単
球 を 添加 し た ． P HA く0． 1％ v oIJv oli Difc o Labo －
rato rie s， Detr oit， M I， U．S．A ．J， コ ン カ ナ パ リ ン A
くc o n c a n a v alin A， Con A， 10JL glmlニ Difc o Labo ．
r ato riesJ， ポ ー ク ウ ィ ー ド マ イ ト ジ ュ ンくpoke w eed
mitigen， P W M， 500倍希釈 こ Gibc ol， 精製 ツ ベ ル ク
リ ン くpu rified proteinderiv ativ e， P P D，10FL glmli 日
本 B C G株式会社 ， 東 刹 を用 い 各 C D4 細胞分画 を刺
激 し た ． P H A およ び Co nA 刺激 は 3 即軋 P W Mお
よ び P P D刺激の場合 は 5 日間培養 し た ． 抗 C D 2
m A bの 刺激は 抗 T l12 m A bと 抗 Tll， m A b の組合せ
を最終的に2000倍希釈で用い 単球の 存在下あ る い は非
存在下で 3 日 間 し た ， 抗 C D 3m A bに 対す る 反応性
は， 単球 の 存在下で は培養液中に 10ngノml の 漉度 に
な る よう に 添加 す る か ， あ る い は 単球 の非存在下 で
m Ab をマ イ ク ロ タイ タ ー プ レ ー ト1穴 あ た り 200ng
園相化3り し， どち らの 条件で も5 日間培養し た ． 培 養
後 の C D 4細胞 の抗 C D 2mA b や抗 C D 3mA bに 対す
る反応性を検討 し た 一 部 の 実験 で は種 々 の 濃度 の 抗
C D 2m A bを可溶性の状態で ， 抗 C D3mA b は固相化
した 状態で用 い た ． 全て の培養は370C， 5％炭酸ガ ス
培養器内で 行 な い 培養停止12時間前に 3日 標識 チ ミ ジ
ン くtritiated thymidin e， 3H －T d R， Ne w Engla nd
Nu cle a r， Bo sto n， M A， U ．S．A．J を 1穴 あ た り 0． 2jL
Ci添加 し ， 3H－ T d Rの 取 り込 み を 液体 シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー に て測定し た ．
VI． p W M刺激 系 に お け る B 細胞 に対 す る ヘ ル パ ー
活性
B細胞の Ig 産 生 に対 す る C D 4細胞の ヘ ル パ ー 活性
を成人 C D 20＋ B細胞を用 い た P W M刺激の 培養系 で
検討 した ． 96穴平底 マ イ ク ロ タイ タ ー プ レ ー トの 1穴
あた り 3xl O4 個の 成人 C D 20十 B細胞 と 1x lO5 個の
各 CD4細胞 亜群 を分注 し， 1xlO4 個の 単球と200倍希
釈の P W Mの 存在下 で 培養 した ． 培養7 日後の 培養上
浦中 の Ig 濃 度 を en zym e－1inked im m u n o s o rbent
as s ayくE LIS AJ で 測定 し321
，
ヘ ル パ ー 活性 と し た ．
E LIS A 用96穴平底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト tFlo w
Labor ato rie s， M cle a n， V A， U ．S．A ．J を0．0 2％ア ジ化
ナ ト リウ ム 含有 p王1 9．6， 0．05 M炭酸緩衝液に て希釈
した ヤ ギ抗 ヒ ト IgG， IgM ま た は IgA 抗体くTago
In c． ， Bu rlinga me， C A， U ．S．A ．1 で 4
0
C ， 18時 間 コ ー
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テ ィ ン グ し た ． 0 ．0 5％ Tw e en r20くSigm a Che mic al
Co ． ，St． Luis， M O，U ．S．A．1お よ び0．02％ ア ジ化ナ トリ
ウム 含有 P B SくP B S－ Tw e e nl に て洗 浄 した 後 ， 1 ％
F CS加 P B S－ Tw en で段階希釈 し た培養上清 あ る い
は既知濃度の標準の Ig を加 え室温 で 2時間反応 さ せ
た ． さ ら に P B S－ Tw e e nで 洗浄後 ， P B S－ Tw e e nで 希
釈 した ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 ヤ ギ抗 ヒ ト 工g
抗体 汀 ago， 工nり を加 え ， 室温 で 2時間反応さ せ た ．
そ の後 ， P B S－Tw ee nで 洗浄 し ， 最後 に pH 9■8 のジ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩衝液で 1 m glml に調 整 し た p一 ニ
ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 くp－nitrophenyl pho sphate，
Sigm aChemic al Co．1 を添 加 し ， 呈 色反応を 吸光度計
EA R 400くSlit－1abin stru m ents ， Au strialに よ り 波長
405n 皿 にて測定 し ， 既知濃度の標準 ヒ ト血 清 1g 曲線
よ り培養上清の 工g 濃度 を算出 した ．
椚王． サ ブ レ ッ サ ー 活 性
M iya w akiら
勾の 方法を 一 部改変 し， 新生児 C D 4細
胞 と成人ナ イ ー ブ C D4細胞 の P W M刺激系に お ける
B細胞の Ig 産生 に 対 す るサ プ レ ツ サ ー 活性 を求 めた ．
成人 よ り分離 した 3Xl O
4 偶 の C D 20＋ B細胞 ， ヘ ル
パ ー T細胞 と して の 1xlO




4 偶の 単球 に 対 し C D 4細胞 の 各分画 を
1XlO
さ 個加 え ， P W M存在下 で 7 日間培養 した ． 培養
上 清中の Ig 濃 度は上 述 の ご と く E LI S Aに て淘定し
た ．
Y軋 C D 4細胞分 画 の 培養と 維持
10％ F C S加 R P M I 1640培養液 で 3xlO
5
個Imlの
濃度 に 調整 し た C D 4細胞 と放射線照射 し た単球を
0．1％ v olノv oI P H Aの 存在下で培養 し た ． 培養4日
後 ， 細胞 を洗浄 し ， リ コ ン ビナ ン トイ ン タ ー ロ イ キン
ー 2 くr e c o mbinant IL．2 ， rI L－2， 塩 野 義製薬株式会
社 ， 大 齢 を 50 Ulml の濃度で添加 し た10％ F CS加
R P MI 1640培養液で 2XlO5個ノml に 調整 し ， 再び培
養 した ． 培養 C D 4細胞 は 2 旬 3 日毎 に 50 ロノml の
rlし2を 含む培養液 で 2xlO
5 個ノmlに 調整 し， 維持し
た ． ヘ ル パ ー 活性や 抗 C D 2m A b， 抗 C D 3m A bに 対
す る反応性 を検討す る際 に は ， 培養細胞 を FIT C標識
抗 C D 4m A bお よ び 20JL glml の プロ ビ デ．ィ ウム イ
オ ダイ ド くpr opidiu m iodidel に て染色 し ， E PICS C
フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー に て死細胞 を除 き C D 4抗原陽




I ． T 細胞 サ ブ セ ッ ト に お け る CD 4 5 R O抗原発 現
の 加齢 に 伴う 増加
異 な る 年齢 に お け る T細胞 サ ブ セ ッ ト で の C D45
Tablel． Inc re a sein e xpr e ssio n of CD 45R Oa ntige n
o n pe riphe r al blo od T cells ubpopulatio n s with
childgr o wth
A
％C D45R O Expr e ssio n o n
Age くnう




4－1 1M o nths
l－2 Ye a rs
3－6 Ye a r s
7－12 Ye a r s




















AP B MC from v ario u s age s w er e stain ed fo rC D45R O
m A b， biotin－ COnjugated r ab bit a nti－ －
and P E－ C O njugated strepto avidin a nd
fo rC D4 0 rC D 8with FI TC－ CO njugat－
m A b o r a nti－Le u2a r nA b． T he
C D 45R O－ pO Sitiv e cellsin C D 40 rC D 8
w e re e v alu ated by the two － C Olo r
im m u n oflu o r e s ce n c e mthod u sing Epic s－ C flo w
CytO m ete r．
bM e a n士S E M．
using U C H Ll
m otlS eIgG 2a
c o u nte rstain ed
ed a ntトLeu3a
per c e ntages of
s ubpopulatio n
新生児 C D 4細胞の 機能的分化誘導と C D 45抗原
R O抗原発現 を 2 重標識免疫蛍光法 に て 解 析 し
，
C D45 R O抗原陽性 C D4 及 び C D 8細胞 の 比 率 を求め
た く表 1ト 成人末梢 血 で は C D 45RO 陽性細胞の 比 率
は C D 4細胞 で平均38．6％ ， CD8 細胞 で28．6％ で あ っ
た ． これ に 対 し新生児臍帯血で は どち ら の T細胞サ ブ
セ ッ ト に お い て も 3 ％以下 の ほ ん の 僅 か な 細胞 が
C D45 R O陽性 であ っ た ． C D 45 R O陽性 丁細胞の 比 率
は年齢の 上 昇と とも に 増加 し， 13歳 を越 え る と成人 レ
ベ ル に 到達 した ．
王工 ． 新生 児 C D 4細胞の 表面 形 質
二 重標識免疫蛍光法 に て 解析 す る と ， 成 人 C D 4細
胞に お ける C D 45 R O及 び C D 45 R A抗原 の 発現 は 2相
性の パ タ ー ン を示 した く図 11． 分子 量 の 異な る C D 45
C D 4 5 R O
A dull
Un什 8 Ctlo naled
C D 4 Cel は
A dult
M o m o ry






C D 4 Celts
くU C H L l－I
Ne o n 8t 1
UnIr 8 Ct10 nated
C D 4 Cells
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アイ ソ フ ォ ー ム で あ る C D 45 R O と C D45R A抗原の 成
人 C D 4細胞に お ける 発現 は互 い に 相補的で あ る と さ
れ る ． 成人 E＋ 細胞か ら C D 45 R Aく2H4I陽性細胞 ま た
は C D45ROくU C H LIJ 陽性細胞を フ ロ ー サ イ トメ ー
タ ー に て 除 き ， C D 4細 胞 に お け る C D 45 R A，
C D 45 R O抗原発現 を解析 した ． 図 1 に 示 す よ う に
2 H4くC D 45 R AJ 陰性C D 4細胞は全て C D 45 R O抗原
を発現 し， 一 方 ， U C H LlくC D 45 R Ol 陰性C D4細胞 は
C D 45 R A抗原陽性 で あ っ た ． 新生児 C D4細胞 の大部
分は C D 45 R A陽性 ， CD 45 R O陰性で あ り成人 ナイ ー
ブ C D 4細胞と同様の 表面形質 を有し てい た ．
H L マ イ トジ ェ ン 及 び P P Dに対 す る反 応 性
新生児 C D 4細胞 の各種マ イ ト ジ ュ ン 及び P P Dに
C D 4 5 R A
FIu o r e s c e n c elnte n slty くLogl
Fig．1． Im m u n ou o resc e n cea n alysis of adult C D 4c ells ubpopulatio n sくm e m o ry
a nd n aiv el a nd n e o n atl C D 4c ells． T he m e mory and n aiv e populatio n s of
adult C D 4cells w e r e obtain ed by depietio n of 2 H 4くC D 45 R Ar a nd U C H L l
くC D45 R OI
十
c e11s u sing Epic s－C flo w cyto m ete r． Expr es sio n of C D45RO a nd
C D 45 R Ao n e ach c ell populatio n w asdete rmin ed by tw o－ C Olo rim m u n ofluore s－

















対す る 反応性 を成人 C D 4細胞の メ モ リ ー くC D45 R O
＋
1
細胞分画， ナイ ー ブ くCD 45 R O．1 細胞分画と比較検討
し たく表 21． P H A及 び Co nA に 対す る増殖反応 は新
生児 C D4 細胞 と成人 ナイ ー ブ C D4細胞 で やや 増強 し
て い たが ， P W Mに 対 す る反 応性は新生児 C D 4細胞
と 二 つ の成人 C D 4細胞分画で は ほ ぼ 同様 で あ っ た ．
しか し ， 成人 メ モ リ ー C D4 細胞 で は P PD に 対 し明ら
か な増殖反応 が認め ら れた が ， 成人 ナイ
ー ブ C D 4細
胞 は全く 反応 しなか っ た ． 新生児 C D 4細胞 は こ の 抗
原に 暴露さ れ て おら ず予想 され た と お り増殖反応 は認
め られ なか っ た ．
1V
． 杭 C D 3m A b及 び抗 C D 2m A bで 誘導 さ れ る
増殖反 応
C D 3及 び C D 2分子 は ヒ ト成熟 丁細胞 に 発現さ れ ．
Table2． Prolifer ativ e r espo n s es
tio n sto mitoge n s and P P D
T細胞 は抗 CD3 及 び抗 C D 2m A bに よ り活性化を受
け ， 増殖 し リ ン ホ カイ ン を産生す る こ と が知 られ てい
る
34l
． C D 3及 び C D 2分子 を介 した活性化に つ き 新生
児 C D 4細胞 と 2つ の 成人 C D4細胞分画 に つ い て検討
した ．
表 3 に 示 す よ う に 単球 の 存在下 で 可溶性抗 C D3
m A bに 対 し て は成人メ モ リ ー C D 4細胞 は強 い 増殖反
応性 を示 した が ， 新 生児 C D4細胞 と成人 ナイ ー ブ
CD 4細胞 で は反応性 はわ ずか に 認 め ら れ る に す ぎな
か っ た ． 抗 C D 3m A b をプ ラス チ ッ ク 表 面 や セ フ ァ
ロ ー ス 粒子 に 固相化 す る こ と に よ り単球の非存在下に
お い て も T細胞 が増殖 す る こ と が 知 ら れ て い る
3 潮
抗原 を介 した 活性化 に お い て新生児単球の 機能低下が
関与 して い る 可能性 も考 えら れ た た め ， 固相法に より
of adult a nd n e o n atl C D 4s ubpopulaq
In c ubatio n
A dult C D 4 Cells N e o n atl
T im e




No n e 302 士109 1 16 士3 2 132 士83
P H A 41，000 士2，016 72，150 士2，788 74，470 士4，520
Co nA 27，650士2，525 33，919 士3，695 45，870 士7，423
Ttt叩rt■一 一 一 － ． ． ， ， ， － － － － － － －一一．．．． － ．．． － －－ － － －－ 一 － － 一 川 － － － － － － 一 一 叫 － － 川 － － 一 － － － － － － － 一 一 ．H．．一 一 叫 一
－ － － ．．． － －一 － － － － 一 一 一 川 一 一 川 － － 一 一 － 一一 ．H． －－－ － － －－ ． ．．－ － 一 一－ － － － ．．H．．．－ ■H ■ － ． ．t■疇t■－ － － －
No n e 120 士54 77土61 336士26
5 Days P W M 54，021 土3，117 乳 828 士6，250 軋 028士7，096
P Plコ 25，737士2，55 6 44 5 土170 1，234 士446
Ea ch C D 4s ubpopulatio nく5xlOソw ellis olated by the so rting te chniqu e
w as c ult r ed in the pr es e n ce of irr adiated a utologo u s m o n ocytes
く5XlOソw ell with P H Aく0．1 ％v olノv ol， Co n A く10JL gノml， P W Mく1ノ500
dil。tio nl， O r P P Dく10JJ gノmll． T he c ells w e repulsed with O．2 JICiof
t3Hコ Td R pe r w el1 12 hr befo re ha r v e sting． T he radioa ctivity w as
m e a s u r ed in aliquidscintillatio n co u nter． T he data a ree xpr e ss ed a s
the m e a n cpm く士 S E Mlof fiv ediffere ntdo n o rs－
Table3． Pr oliferativ e re spo nsiv e n e ssof adult a nd
n eonatalC D 4s ubpopulatio n sto a ntトC D 3m Ab
A dult C D4 Cells Neo n atal
AntトC D 3
c D 45 R O
＋ C D 45 R O
－ C D 4Cells
N o n e 156 士45 12 3 士57 24 3 士2 4
SoluもIe 37，621 士8，262 2，308 士1， 50 3，8 59 士1，024
Im m obilzed 46，403士5，088 2，036 士1， 49 1，043土2 18
The c ells く5XlOつ w er e cult red in the pr e se n c e of
s oluble O K T 3く10 nglml together with irr adiated
m o n o cyte s o r stim ulated with im m obiliz ed O K T 3く200
ngJ
Iw ell． t3HコT d R in c o rpo ratio n w a sdete rmin ed after
5 daysin cultu re． T he data a re e xpre s sed a sthe m ean
cpm く士S E Mlof five diffe re ntdo n o r s－
新生児 C D 4細胞 の 機能的分化誘導 と C D 45抗原
新生児 C D 4細胞の抗 C D 3m A bに 対す る反 応性 を検
討した ■ 園相化 し た抗 C D3 m A b に 対 し て も 新生児
C D4 細胞 は全く反応せ ず， 成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 で
も同様で あ っ た ．
表4 は各 C D 4細胞分画に お ける 抗 C D 2m A b誘導
性の 増殖反応 の結果 を示 す ． C D 2分子 を介 した T細胞
の活性化は単球の 非存在下で も認 め られ る 卿 とさ れ る
が， 単球 の 非存在下で抗 T l12 m A b と抗 T ll， mA b
に対 し成人 メ モ リ ー くC D 45 RO＋JC D 4細胞は強く 反応
した 一 し か し新生 児 C D 4細胞も成人 ナ イ ー ブ C D 4細
胞も全く反応 し な か っ た ． 興 味深 い こ と に 抗 C D 2
mA bに 対す る こ の 二 つ の 細胞分画 の 低反 応性 は単球
の添加に よ り完全に 回復 し た ．
V ． B細胞の 1g 産生 に対 す る ヘ ル パ ー 活 性及 び サ
ブ レ ッ サ ー 活 性
新生児 C D4細胞と成人 C D 4細胞亜群 の B細胞分化
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に 対す る ヘ ル パ ー 活性を
，
各々 の C D 4細胞分画 を成
人 B細胞 に 加 えた P W M刺激培養系の Ig 産生 で 検討
した ． 表 5 に 示 す よ う に 成人 メ モ リ ー C D 4細胞 を添
加す る と P W Mで 誘導さ れ る B細胞の Ig 産生は 全て
の 王g 分 画に お い て 認 め ら れ る が ， 成 人 ナ イ ー ブ
C D 4細胞 で は Ig 産生は不充分 であ る ． 成人 ナイ ー ブ
C D 4細胞 と B細胞 を混 合培養した 場合 は低 い な が ら
も 顔 ら か に Ig 産 生が 諌 め ら れ の に 対 し ， 新 生 児
C D 4細胞 は全 く 1g 産生に 対 する ヘ ル パ ー 活性 を示 さ
な か っ た ．
新生児 丁細胞 は B細胞分化 に 対 し強い サ プ レ ツ サ ー
活性 を有す る こ と が 多数報告さ れ2ト刀 ， こ の 強い サ ブ
レ ツ サ ー 活性 は C D4 細胞が 主に 担 っ て い る こ と も 示
され て い る 鋤 ． 新生児 C D4細胞と成人 ナイ ー ブ C D4
細胞に つ い て サ プ レ ツ サ ー 清性を比 較検討 した と こ ろ
く表61， 新生児 C D 4細胞は PW M 刺激下 に お ける B
Table4． Anti－C D2－indu c ed prolife ratio n of adult a nd n e o n atl C D 4
S ubpopulatio n sin the abs e n c e o rp es en c eof m o n o cytes
A dult C D4 Cells
Stim uli M o n o cytes












164 士32 450 士35
57，206士3，906 710 士306




64，200 士8，544 62，206 士7，567 80，430 士4，466
T he c e11s く5xlOり w e r e c ult r ed with a c o mbin ation of a nti－ Y l12 a nd
anti－ T llパ1ノ20 00 dilutio nl m A b in the abse n c e o rpr e se n c e of m o n o cytes．
F
3HjTdR in c o rpo r atio n w a sdete r min ed after 3 days of c ultu re． T he data
are e xpr es s ed a sthe m e a n cpm く土 S E Mlof fiv e differe ntdo n or s，
Table5． Helpe r fun Ctio n s of adult a nd n e o n atl C D 4
S ubpopulatio n sfo r P W M－indu c ed pr odu ctio n．
of Ig by B
C ells－
Cell Populatio n s
Ig Le v elsくngノml
IgM IgG IgA
Non e 177 士24b 93士32 15士38
A dultCD45 R O＋C D4 6，704士901 4，8 78士7 43 2，302 士395
A dultC D 45 R O
N
C D 4 1，219 士94 78 9 士1 96 426 士53
Ne o n atl C D 4 103 士19 1 31士 6 168 士14
員Isolated C D 4s ubpopulatio n sく1xlO5Jw ellI w e re added to the
mixtu res of alloge nic ad11t C D 20
＋B c ells く3x lOソ w ell a nd
irr adiated m on o cyte sく1XlOソw ellJa nd c ultu red with P WM fo r
7 days－ T he c o n c e ntr atio n s of IgM ， IgG o rIgA in c ultur ed
S uper n at ntS W e r em eaS u r ed by E LIS Aa ss ay．
bT he r e s ults r epr es e nt the m e a nく士 S E Mloftriplic ate cultu r e s
fr o m o n e of fo u r s epa r ate e xperim e nts．
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細胞の 工g 産生 を顕ら か に 抑制 し たが ， 成人ナ イ
ー ブ
C D 4細胞は新生児 C D 4紳胞 と比較 し弱 い サ プ レ ツ
サ ー 活性 を示 す の み で あ っ た ．

















ナイ ー ブ T細胞 を試験管内で マ イ ト ジ ェ ン に て刺激
す る と C D 45 R A抗原の発現 は消失 し ， C D 45 R O抗原
を発現す る様 な る事 か ら ， 生体内 にお い て も種々 の抗
原 刺激 に 伴い ナ イ ー ブ T 細胞 が メ モ リ
ー T細胞 に転換
して い く と推測さ れ て い る
1の
． 新生児 C D4細胞も試験
Table6． Sup pr e ss o r a ctivity of adult C D 45 R O
－
and n e o n at l C D 4c ells
o np w M－indu c ed Ig pr odu ctio n of Bc ells
A
Ig Le v elsくngノml
A d ded Ce11s
IgM IgG lgA
No n e 7，234
士458b
A dult C D 45 R O
－
C D 4 5，715く18．7l
C
士476






1，012く7 9． 乃 692く71． め
土7 8 士82
asup pr e ss o r a ctivityfor Ig－prOdu ctio nby B c e11s w a s a ss es s ed by adding
e a ch C D 4c ellpopulatio nく1xlO
5lw ellto the c ultu r e s c o ntaining C D 2 0
＋
B
c ells く3XlOソw ell， C D 45 R O＋C D 4c ells く1XlOV w ellI and ir r adiated
m o n o cytesく1XlOソw e11fr o m a n un related ad ult do n o r． T he c ells w e r e
cultured with P W M fo r7 days a nd the pr odu ctio n of IgM ， IgG o rIgA
w a sdetermin ed． T he sup pre ssio n w a sdete rmin ed by co mpa ring with the
co ntr oI c ultu r e s witho ut added C D 4c ells． T he re sults w e r e obtain ed fr o m
on e ofthr e e s epa rate e xpe rim e nts．
bM e a n士 S E Moftriplic ate cultu re s．
亡Per c e nt of sup pr e ssio n．
C D45 R O C D45 RA
FIu orescen c elntensityくLogl
Fig． 2． T he cha nge in e xpr es sio n of C D45 R Oa nd C D 45R A on ne on atal C D 4
c e11s afte r cultu r e with P H Aa nd I し2． Pu rified ne on atal C D4 c ells w e r e
stim ulated with P HAく0．1％ v ollvo11a nd m aintain ed in the pr e s en c e of rI し2く50
Ulmll． Cultured neon atal C D4c e11s w e re stain ed fo rC D4 5 R Oa nd C D 45 R A by
tw o． c olorim m u n oflu o r es c e n c e a nd a n alyz ed o n Epic s－C flo w cyto m ete r．
新生児 C D 4細胞 の機能的分化誘導 と C D45 抗原
管内に て刺激 す る こ と に よ りメ モ リ
ー T細胞 の表面形
質に変化す る と推測さ れ ， P H A で刺激 し1 し2存在下
で培葦 し た 場合 の 新生児 C D 4細胞 の C D 45RO，
C D45 R A抗原発現 へ の 影響 を解析 し た 一 図 1 に て も
すでに示 した よう に 培養前 の新生児 C D4 細胞 は ほ と
んど CD45 R O－， CD45R A
＋



















































None 8 4 0 2 0 0 1 0 0 0
1m m obiliz ed AntトC D 3m Abくnglw eIり
Fig．3． Proliferativ e r e spo n se s of fr e shly is o－
1ated a nd c ultu red CD 4c ellsubpopulatio n sto
im m obiliz ed anti－CD3 m A b． A dult CD 4
S ubsets， C D 45 R O
＋ くAl o r C D 45 R O，くBl， a nd
n eo n at l C D 4c e11sくCI w e r eis olated by E PI C S
C flo w－ CytO m ete r a nd stim ulated with P H A
く0．1％ v ol v ol a nd m aintain ed with rI L－2く50
Ulml fo rlO days． Fr eshlyis olatedく0 － OI
Or C ultu r edく 卜 争I C D4 c ells w ere c ultured
for5 days o nthe mic r otiterplate sim m obiliz－
ed to v a rio u s c o n c e ntr atio n of a nti－C D 3m A b
くO K T 31． 亡3Hj T d R in c o rpo r atio n w a s
m e a su red du ring thela st 12 hr of c ultu r e a nd
expr esed a s the m e a n cpm of triplic ate
Cultu re s． T he r e sults ar efr om o n e of
thr e e sepa r ate experim ents with the s a m e
O utc o m e s．
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胞 を P H A で刺激 す ると C D45 R O抗原の速や か な発
現 が認 め ら れ ， 培 養 4 日 目 に は 大 多数 の 細胞 が
CD 45RO 抗原を発現 した く図21． 一 方， C D45R A抗原
は培養 日数が進 む に 従 い 徐々 に そ の 発現強度 を減 じ，
培養 8 日目 に は 全て 消失 した ． 新生児 CD4細胞 の な





















































No n e lf2 70 00 1ノ90 0 0 川叩 0 川 0 00
D ilutio n of AntトC D 2m Ab
Fig． 4． Prolife r ativ e r espo n s es of fr e shly is o－
1ated a nd c ultu r ed C D4 c ells ubpopulatio n sto
a nti－C D 2m A b． Cultu r ed cells w e r e obtain ed
fr o m adult C D 4s ubs ets， C D 45 R O
＋
くAン or
C D 45 R O，くBl， a nd n e o n at l C D 4c e11s くClin
the s a m e m a n n er a sde s cribed in the legend
of Figu r e3． Freshly isolated くO M Ol o r
cultured く中 一 書1 C D 4c e11s w e r e stim ulated
for 3 days with v a rio u s c o n c e ntr atio n of
a nti－T l， a nda nti－T l13 m A bs witho ut m o n o c－
yte s． 亡
3Hコ T d R in c o rpo r atio n w a s m e a su－
red du ring the fin a1 12 hr of c ultu re a nd
e xpr es s ed a s the m e a n cprn Of triplic ate
c ultu re s． T he re sults are from one of
thr e e s eparate expe rim e nts with the sam e
OutC O m e S．
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C D 4細胞が選択的に 増加 し た可能性 を否定 す る た め ，
C D 45 R O＋ C D 4細胞 を除去 し同様 に 培養 し た が ，
C D 45 R O抗原発現 の違 い は 認 め られ な か っ た ． ま た ，
結果 は示 さ な い が ， 成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 を同 じ条
件 に て 培養 して も 同様の C D 45抗原発現変化の パ タ ー
ン が 得ら れ た ．
刊l． 培養 新生 児 C D 4細胞の メ モ リ ー 細胞様機能 の
獲得
こ こ で 新生児 C D4 細胞が ナ イ ー ブ T細胞 と し て の
表面形質 ， C D 45 R A七 か ら メ モ リ ー T細 胞 と し て の
C D 45 R O十 へ の細胞表面形質の転換 に 伴い ， 成人メ モ
リ ー C D4 細胞と同様 な機能 を持 つ こ と が で き る か 問
題 と な っ て く る ． P H Aで刺激 し工し2の 存在下で10日
間培養 した 後， C D 4陽性の 生細胞 を セ ル ． ソ ー テ ィ ン
グ法 に て 分離 し機能的解析 に 用 い た ． 上 述 した よう に
培養前 の 二 つ の 成 人 C D 4細胞 分画 で は CD 3や
C D 2レ セ プ タ ー を介 した 活性化 に 顕 ら か な 違い を 認






















と抗 C D 2m A bに 対す る反応性 を単球の非存在下， つ
ま り 抗 C D 3m A b は 固相化 し た 条件 で ， 抗 CD2
m A b は可溶性の条件 を用 い 検討 した 一 培 養前の 新生
児 C D 4細胞 は種 々 の 濃度の抗 C D 3m A bと 抗 CD2
m A bに 対 して も 増殖反応を 示 さ な か っ た が ， 培養後
の 新生児 C D 4細胞 は抗 CD3 m A b及 び 抗 CD2
m A bに 対 し用 量依存性の 増殖 反応 が認 め ら れ た 個
3 ， 図 41． 培 養後 の 成 人 ナ イ ー ブ CD4 細胞の抗
C D 3m A b及 び抗 C D 2mA bに 対す る反 応性も同様な
結果 であっ た ． 培養後 の成人 メモ リ ー C D4細胞の抗
C D 3m A b及 び抗 C D 2m A bに 対す る増殖反応 は培養
前 と ほ ぼ 同程度 で あ っ た ．
培 養 した 各 C D 4細胞分画 を成人B 細胞に 添加 ， 上
述 した と 同様 に P W M刺激下 で 培養 し， 上清申のIg
産 生量 をB細胞 の 工g 産生に 対す る培養後 の C D 4細胞
各分画の ヘ ル パ ー 活性 と し， 培養前 の ヘ ル パ ー 活性と
比 較 した く図 5ン． 先 に 述 べ た よ う に 培養前 の 新生児
C D 4細胞の ヘ ル パ ー 活性は 完全に 欠如 して い たが， 培
Cultured
None CD 4 5RO＋ c D 4 5 RO
－
Ne o n alT
最 C D4 Cells
Subpopulations
T CeIIs Ad ded
Fig．5 ． Helperfun ctions of freshlyis olated a nd cultu red C D4c ells ubpopulatio n s
fo rIg－ pr Odu ctio n of Bc ells． Cultu r ed C D 4cellsubpopulatio ns were pr epa red
by stim ulatio n of pu rified C D 4c ells with P H Aa nd I L－2 for lO days， Ea ch
C D 4populatio n w as ad ded to the c ellmixtu r e s of adult C D 20
＋ B c ells a nd
ir radiated m o n o cytes a nd c ultu red fo r7 days in the pr e s en c e of P W M． T he
COnC e ntratio n s of lgM 個 J， IgG くだ別 O rIgA く田1in c ultu r e s uper n at nts w e r e
deter min ed by ELIS A． Data w e re e xpr e ss ed a sthe m e a n sく士S E Ml of thr e e
S ePa r ate eXpe rim ents．
新生児 CD 4細胞の機能的分化誘導と C D 45抗原
養した新生児 C D 4細胞 を成人B細胞 に 添加 す る こ と
によ り全ての 工g 分画の 頻 らか な産生が認 め ら れ た ．
Clem ent ら
抑 の 報告に も あ る よう に 分離さ れ た 直後 の
C D4 細胞の ヘ ル パ ー 活性 は主 に CD 45 R O
＋ 分 画に 認
めら れ る が ， P H Aで 刺激 し 工し2 に て 培養 さ れ た
CD 45R O．C D 4細胞 も P W M刺激下で ヘ ル パ ー 活性
を有す る様に な る ． 今 回 の 実験 にお い て も培養 に よ り
C D45 R O の表面形質を獲得 した成人 ナ イ ー ブ C D4細
胞は全ての 王g 分画の 産 生誘導に 対 し培養前メ モ リ ー
C D4細胞と同程度効果的 であ っ た ． 培 養後 の 成 人 ナ
イ ー ブ C D4 細胞の ヘ ル パ ー 活性と 比 較す る と ， 培 養
後の新生児 C D 4細胞の ヘ ル パ ー 活性 は弱 く ， IgM は
ある程度産生 され るが 工gA 産生 に 関 し て は か な り 低
かっ た ．
考 察
新生児は抗原刺激を ほ と ん ど受 け てい ない と い う 事
実か らも推測さ れ た が ， 新生児 丁細胞の ほと ん ど全て
が CD 45 R O
，
， C D 45 R A
＋
， す なわ ち ， ナ イ ー ブ T細胞
の表面形質 を呈 して い る こ とが 二 重標識蛍光免疫法に
よる解析で明白 と な っ た ． 抗原 暴露 の増加 に 伴 い ，
C D 45 R O を発現 して い る C D 4， C D 8細胞の 比 率は年
齢が進む に従い 増加 し ， 13歳以上 で は ほ ぼ成人 レ ベ ル
に達した ． Hayw a rd ら
3のや Pirr u c c ello ら3Blも T細胞
にお けるの C D 45 R O発現の 年齢 に 伴う 増加 を報告 し
てい る ． 新生児 丁細胞 は 3％以 下と ごく わ ずか であ る
が顛ら かに C D 45 R O抗原を発現 して い る ． 正 常 な 新
生児臍帯 血 に お け る ご く 少数 な が ら存在す る C D 45
R O＋ T細胞が 母親 の 細胞 や細菌 の 産生物質 な ど の 胎
盤を通 して の 何 らか の 抗原刺激に よ り生 じた も の か ど
うかは現在 の と こ ろ推測の 域を でず
，
そ の 意義 に つ い
ては不 明 であ る ．
成人 丁細胞と比較 し ， 顕 ら か に 異 な る機能的特徴 を
新生児 丁細胞 が 有 す る こ と は 多数報 告 さ れ て い
る2ト王01． 渉猟 した か ぎり ナイ ー ブ細胞 ， メ モ リ ー 細胞
とい っ た概念か ら新生児 丁細胞 と成人丁細胞と を比較
した研究 は見当ら な い ． 本研究 で は新生 児 C D 4細胞
の幾つ か の 機能に つ き成人 の ナイ ー ブ C D4 細胞 ， メ
モリ ー C D 4細胞 と比較検討 した ． 新生児 C D4 細胞 と
二 つ の成人 C D4細胞分画 は マ イ ト ジ ェ ン に 対 し ほ ぼ
等しく反応 した ． P H Aや Con A に 対す る増殖反応 は
成人ナイ ー ブ C D 4細胞 と新生児 C D 4細胞 で や や増強
してお り ， ナイ ー ブT細胞 の P H Aに 対 す る反応性の
増強は他の 報告 で も示 され て い る1 封1 7 川 ． 抗原 刺激 で
誘導され る細胞増殖 に つ い て は
，
リ コ ー ル 抗原 の ひ と
つ である P P Dに 対 して ツ ベ ル ク リ ン 反応陽性 の 成人
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供血者 か ら得 たメ モ リ ー C D 4細胞 に の み み ら れ ， 成
人 ナイ ー ブ CD 4細胞は全 く反応が認め られ な か っ た ．
こ の 抗原 に 暴弄さ れ て い な い 新生児の C D4 細胞 で は
増殖反応が認 め ら れ な い の は当然の こ と と 考 え られ
る ．
メ モ リ ー C D 4細胞 は P W M刺激系に お い て B細胞
の 分化 を特異的 に誘導す る と 報告 さ れ る1刀川 ． 今 回 の
研究で も 成人 メ モ リ ー C D 4細胞は P W M刺激 に よ る
B細胞 の 工g 産生 を 強く 誘導 し た が ， 成人 ナ イ ー ブ
C D 4細胞添加 に よ る 1g 産生 は不 充分であ っ た ． 新生
児 C D 4細胞 と成人 B細胞 と を P W M で刺激培養 した
場合で はT細胞分画 を添加 しな い 場合と 同様の わ ずか
な 工g 塵生 し か 認 め られ な か っ た ． 同じナイ ー ブ T細
胞 と して の 表面形質 を有 して い る新生児 C D 4細胞 と
成人 ナ イ ー ブ C D4細胞と で は ヘ ル パ ー 清性 の点 で は
疎 らか に異 な り ， 成人 ナ イ ー ブ C D4細胞 の ヘ ル パ ー
活性は 弱い牒 の の Ig 全て の 分画に おい て低 い が ， B
細胞の み を培養 し た場合 と比 べ 顕 らか な 産生増加 を
P W M刺激下 の 培養上清中に 認 めた ． P P D や抗 C D 3
m A b， 抗 C D 2m A bに 対す る増殖反応 な どの他 の 機能
的解析 の 結果 が 新生児 C D4細胞 と成人 ナ イ ー ブ
C D 4細胞 と で変 わ らな い こ と よ り ， こ の適 い は 成人
C D 4細胞 を C D 45 R O＋ ， C D 45 R O
－
の 二 つ の分画 に 分
離 した セ ル ． ソ ー テ ィ ン グ法の 不正確さ か ら く る もの
で は な く ， む し ろ ， こ の ヘ ル パ
ー 酒性の 遠い は年齢と
関連 し た機能的素因と考 え られ る ．
新 生児 C D 4糸田胞 は B 細胞 の分化 に 対 し 強い サ プ
レ ツ サ ー 活性 を持つ こ とが 指摘 さ れ てい る2籾 ． 成人 の
ナイ ー ブ C D4細胞も サ ブ レ ツ サ ー ． イ ン デ ュ ー サ ー
細胞と して機能 し C D 8細胞の Ig 産生抑制能 を誘導す
る とと も に そ れ 自身も B漑I胞 の 分化 を抑制す る機能 を
持つ と 報告さ れ る18J． この 観点か ら サ プ レ ツ サ ー 活性
を新生児 C D 4細胞と成人 ナイ ー ブ C D4細胞と で 比較
した が
，
P W M刺激系で の Ig 産生 を新生 児 C D4 細胞
は成人 ナ イ ー ブ C D 4細胞 よ り 強 く抑制 し た ． サ プ
レ ツ サ ー 活性か らみ て も 同じ表面形質を持 ちな が ら新
生 児 C D 4細胞と成人 ナイ ー ブ C D4 細胞 とで の 相違は
明 ら か で あ っ た ．
成人 末梢血 C D 4細胞の メ モ リ ー くC D45RO十1分 画と
ナイ ー ブ くC D45 R O
．
I 分画で は リ コ ー ル 抗原 に 対 す る
反応性や 1g 産生 に 対す る ヘ ル パ ー 活性の 適 い l別1S－1 7ト 22I
に 加 え ， い く つ か の 機能的 な相違が報告さ れ て い る ．
こ れ らの う ち C D 3 や C D 2レ セ プタ ー を介 して の 括性
化に お い て ， こ の 二 つ の 細胞分画間に 顕 らか な相違点
が指摘さ れ て い る
19卜 22ン
． C D3分子 に 結合す る m A bを
介 する 増殖 反応 は ナイ ー ブ T細胞よ り メ モ リ ー T細胞
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の 方が 増強 し てい る と さ れ る1 聞抑． 今 回の 研究で も ， 抗
C D 3mA bくOK T3 m Ablに 対 し成人 メ モ リ ー C D 4細
胞は 強 い 反 応性 を 示 し ， 新生 児 C D 4細胞 と成 人 ナ
イ ー ブ C D 4細胞の 反応性 は ほ と ん ど認 め ら れ な か っ
た ． Papadogia n n akis ら391も抗 C D 3m A bに 対す る新
生児 リ ン パ 球の 増殖反応の低下 を報告 して い る ． 単球
の存在 な しで 増殖 反応 が 認 め ら れ る 固相化 し た 抗
CD 3m A bの対 して も ， 新生児 CD4細胞の 反 応性が低
下 して い る こ と か ら新生児 C D 4細胞 の CD 3抗原 を介
した活性化の 低下の 原因が新生児単球の機能の 異常に
よ る可能性 は少 ない と考 え られ る ． 固相化 した抗 C D 3
m A bに 対す る新生児 C D 4細胞の 活性化 の低下 は ， 抗
C D 3m A b の細胞表面の T細胞 レ セ プ タ ー へ の 接触に
続 く細胞内で の 生化学的変化の欠如 に 由来す るの か も
しれな い ． 単球の存在下で の 予 備的 な用量依存性実験
に お い て も 50nglml の 高濃度 の抗 C D3m A bに 対
し， 新 生児 C D4細胞 は僅 か な 増殖反応 し か 示 さ な
か っ た ． Sa nde rsら 蛾 も メ モ リ ー T細胞 は ナイ ー ブ T
細胞 よ り ， よ り低 い 濃度 の抗 C D 3m A bに 対 し て反応
し増殖 す る と指摘 し， ま た Byrn eら
2 0Iは ナ イ ー ブ T細
胞の抗 CD 3m A b に対 す る低反応性が I し2の 添加 に
よ り増強 を受 け増殖反応 の 改善 が認 め ら れ と報告 して
い る ．
単球 の非存在下 にお い て も成人 メ モ リ ー C D 4細 胞
は 二 つ の 抗 C D 2mA b す な わ ち抗 T l12 m A b と抗
T lls m A bの組 み合わ せ に 強 く 反応 した が ， 新 生児
C D 4細胞 と成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 の抗 CD 2m A bで
誘導さ れ る増殖反応 は今回使用 した 抗体 の濃度 で は ほ
とん ど見ら れ な か っ た ． 興 味深 い こ と に こ の 新 生児
C D 4細胞 と成人ナイ ー ブ C D 4細胞 の抗 C D 2m A b で
誘導さ れ る増殖反応の低下が ， 単球の 添加 に よ り成人
メモ リ ー C D 4細胞 と同程度 ま で反応性が増強 さ れ た
こ と で ある ． 予備的実験 に お い て 新生児 C D 4細胞 の
抗 C D 2m A bに 対す る 低反応性 は I し2の 添加 に よ り
回復 した ． こ れ ら の 結果 は新生児 C D 4細胞 に お い て
も単球の産生す る 因子 や I Lt2 に よ り C D 2レ セ プタ ー
を介 した活性化が充分起 きる こ と示 唆 し てい る ． メ モ
リ ー T細胞 と ナイ ー ブ T細胞 の C D 2抗原 を介 し た 反
応性 の 遠 い に 関 し て 異な る 報告が 見 ら れ ， Sa nders
ら 瑚 や Byr n eら
叫 は今回 の 結果 と同様 メ モ リ ー T細胞
の方 に 抗 C D 2mA bに 対 す る反応性が強 く認 め られ と
報告 して い る の に対 し ， Matsuya m aら
221 は 逆 に ナ
イ ー ブ くCD 45R A
＋
J T細胞が メ モ リ ー くC D4 5R A
－
胞 よ り抗 C D 2m Ab に 対 し強 く反応 す る と 述 べ て い
る ． こ の 結果の 適い は今回使用 した セ ル ． ソ ー テ ィ ン
グ法 と M atuya m aらが 用い た パ ン ニ ン グ くpa n ningl
原
法 と い っ た 細胞分画の 分離方法の 違い に 起 因するとこ
ろが 大 きい と考 え られ る ． 細 胞分画の 互 い へ の 混入は
実験結果 に か な りの 影響 を与 える．と考え ら れ ， 予備的
実験 で は ナ イ ー ブ C D 4細胞 に 対 し1 0％以下 の メ モ
リ ー CD 4細胞 を 添加 す る こ と で抗 C D 2mA bに対す
る反応性 は顕 らか に増強 され た ． Ge rli ら咄 は 単球を
完全 に 除去 し た新生児 丁細胞は抗 C D 2m Ab の 刺激に
反応 しな い と述 べ て お り ， 本研究 に お ける 結果と 一 致
す る ．
生体 内に お い て外来抗原 に 暴露さ れ 刺激 を受 け， メ
モ リ ー T細胞 プ ー ル が 形成 され て い くの に 類似 し， 試
験管内に お い て成人 ナイ ー ブ T細胞が PH Aの 刺激に
よ り C D 45 R O
＋ に
，
つ ま りメ モ リ ー T細胞と しての表
面形質 に 転換 す る こ と ， し か し逆方向 へ の 表面形質の
転換 は認 め ら れ
1 嘲 こ と が 示 さ れ て い る ． 今 回 ， PH A
と 工L－2 の存 在下 の培養 に よ り新生児 C D 4細胞の表面
形 質 が C D 45RO，， C D 45 R A＋ か ら CD45 R O＋ ，
C D 45 R A
－
へ 転換す る こ と を示 した が ， 培養 され た新
生児 C D4細胞が こ の 表面形質の転換 に伴 い 成人メ モ
リ ー くC D 45 R O＋JC D 4細胞 と同様 の 機能性 を持つ よう
に な る か が 疑問で あ っ た ， 単球非存在下 の 条件で可溶
性抗 C D2m Ab ある い は 固相化 した抗 CD3 m A bに
対す る 新生児 C D 4細胞の増殖反応 は培養前に は認め
られ な か う た が ， 培養後 で は腐 ら か な反応性の増強が
認 め られ る よう にな っ た ． さ ら に 興 味深 い こ と に培養
後の新生児 C D 4細胞 は成人 B細胞の P W M刺激系に
て の 工g 産 生 へ の ヘ ル パ ー 酒性 を保有す るよ う に な っ
た ． 同様 に 培養 さ れ た 成 人 ナ イ ー ブ C D 4細胞も
P W M刺激 に よ る 工g 産生 を効果的 に 誘導 した が， 同
じメ モ リ ー 細胞 と して の 表面形質に 転換 した培養後の
新生児 C D 4細胞 と同 じ培養後の 成人 ナイ ー ブ C D 4細
胞 と の間で は ヘ ル パ ー 活性の 程度に 顕ら か な相違が認
め ら れ た ． C D 45 RO 陽性と な っ た 培養後 の 成人 ナイ ー
ブ C D 4細胞の 工g 産生 に 対す る ヘ ル パ ー 活性は ほぼ成
人 メ モ リ ー C D 4細胞 の ヘ ル パ ー 活性 と遜色 な か っ た
が ， 培養後 の 新生児 C D 4細胞 の ヘ ル パ ー 活性 は ， 特
に 工gA の産生の 面で成人 メ モ リ ー C D4 細胞と比較し
て 低 か っ た ． こ の 理 由 は 現在 の と こ ろ不明 で は ある
が ， 新生児 丁細胞 の マ イ ト ジ ェ ン．刺激 に よ る I F N．y
や 王し4 とい っ た サイ ト カイ ン 産生能が欠如 し て いる
と さ れ8ト11I， 新生児 C D4細胞 は B細胞の 分化 に対し補
助的に 働 く今 の と こ ろ 限定 で き な い 液性因 子 の 産生機
能 を， 培養 に よ り メ モ リ ー T細胞 と し ての 表面形質に
転換 した後 に お い て も ， 欠如 して い る可能性も残され
て い る と 考 えら れ る ．
新 生 児 C D4細胞 は成 人 ナ イ ー ブ C D 4細 胞と
新生児 C D 4細胞 の 機能的分化誘導 と CD 45 抗原
CD 45抗原 の アイ ソ フ ォ ー ム の 発現で 見る か ぎり 同 じ
表面形質を示 した が ， 成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 と異 な
る い く つ かの 機能的特徴を有 し て い た ． こ の こ と は新
生児期に お ける 免疫防御機構 の不 全状態 に 特別な役割
を演 じて い ると 推測さ れ る ． T細胞 を介 した 免疫系の
発達 ． 成熟の 過程を 一 層明 らか にす るた め に ， 機 能的
側面か ら の 新生児丁細胞 と成人ナ イ ー ブT細 胞の 比較
検討が さ ら に 必 要で ある と思わ れ る ．
結 論
C D45抗原の 観点 か ら新生児 C D 4細胞 の 表面形質
およ び T細胞を介 し た免疫反応系に お け る機能的特異
性を成人 メ モ リ ー C D 4細 胞 な ら び に 成人 ナ イ ー ブ
C D4 細胞 と比較検討 し ， さ ら に 刺激 活性化 に よ る
CD 45アイ ソ フ ォ ー ム 表面形質の転換 と機能的変化 に
つ き解析 を加え ， 以 下 の結果 を得 た ．
1 ． 新生 児 C D 4細胞は成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 と同
様， C D 45 R O
－
， C D 45 R A
＋ と い う表面形質 を示 し た ．
2 ． 成人 メ モ リ ー C D 4細胞 と ナイ ー ブ C D4細胞で
は P H A， Co n A ， PW M に 対す る反応性 は ほ ぼ同様
であっ た が ， P P Dに 対 して はメ モ リ ー C D 4細胞の み
が反応 し た ． 単球 の 非 存在下 で抗 C D 3m A bや 抗
CD 2m Ab で誘導 さ れ る 増殖反応 は成 人 メ モ リ ー
C D 4細胞 に 比 し成人 ナイ ー ブ C D 4細胞 で 著 し く不 良
であ っ た ． 新生 児 C D 4細胞 はそ の 表 面形質に 一 致 し
て マ イ ト ジ ュ ン や P P D， 抗 C D 3m A b， 抗 C D 2
mAb に 対 して成人 ナ イ ー ブ C D 4細胞 と同様の 増殖 反
応性 を示 した ．
3 ． P W M刺激下 で の B細胞の 工g 産 生に 対 する ヘ
ル パ ー 活性 は主 に メ モ リ ー C D 4細胞分画に 見 ら れ た
が
， 新生児 C D 4細胞 は P W M刺激 下 で の B糸田胞 の
王g 産生を全く 誘導 しな か っ た ． 新生 児 C D 4細胞は サ
プレ ツ サ ー 活性 を保有 し， 同じ表面形質の 成 人 ナイ ー
ブ C D4細胞 と比 較 し て もそ の 惰性 は顕 ら か に 強か っ
た ．
4 ． 新生 児 C D4 細胞 は試験管内に お い て PH A と
I し2存在下 で 刺激培養 す る と C D 45 R O＋ ， CD45R－
A一 つ ま り メ モ リ ー 細胞 と し ての 表面形質に 変化 し ，
培養後 の新生児 C D4 細胞の 抗 C D3m A b と抗 C D 2
m A bで 誘導 され る 増殖反応は成人 メ モ リ ー C D4 細胞
と同程度 まで増強さ れ た ． 培養後 の 新生児 C D4 細胞
はB細胞の Ig 産生に 対す る ヘ ル パ ー 活性も 獲得 し た
が ， その 程度は培養後 の 成人 ナ イ ー ブ C D 4細胞 と 比
較して も 弱い も の で あ っ た ．
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Key w o rd8 neO n a tal CD 4 ce11sI CD 4 5an tigen ， helper a c tivity， Sup preSS Or a C tivity，
m e m o ry a nd naive C D4 cells
A b8t一礼et
Adult C D 4ce11s can be divided intothe m em ory and n aiv e cellpopulations on the
basis of the difere ntial e xpressio n of isoEorrn s of CD 4 5－ The U C H L lm A b against
C D 45RO ide ntifie s the m e mory C D4 cells that re spo nd to s oluble r ecalla ntige n s， Whe re as
the n aiv e populatio n of CD 4 c ells is dete ctable by a nti
－ CD 4 5 R Am A b． In the pr e s e nt
s t udy， W e e X a mined the relatio nship betw e e n the fu n ctio nal pr operties of ne o n atal CD 4
c ells a nd their expr ession of CD45 is oform s－ Alm o s t allthe n eona t al CD4 c ells sho w ed
the naive phen oty pe くC D 4 5 R O
．
， C D 45 R A
＋1 a nd the pr opo rtio n sof CD 4 5 R O
＋ C D 4c ells
in the blo od in cre as ed with age． Corre spo nding to their n aiv e phe n otype， n e O n at l C D 4
cells appeared to behave in a similarfashion to adult naiv e くCD 4 5 R O
，
1 C D 4c e11s．
Ne ona tal C D4 c els and tw o adult CD 4subpopulations ， CD45 R O
＋ and C D 4 5 R O一， Wer e
reac tive with mitogens in a similar m a n ner． Adult m e m ory くCD 4 5 R O
＋l C D 4cells
r e sponded w e11to purified protein deriv ativeくPPDl as one of the r e calla ntigens， but
n either n eo n a tal CD 4n or adult naive くCD 4 5 R O
－
1 C D 4cells did． A ltho ugh adult m e m ory
CD 4 cells respo nd stro ngly to a c tiva tion via C D 3a nd CD 2 m olecules， pr Olife ration
indu ced by a nti－ CD 3and anti－ CD 2 m Abs wa s minim al in ne ona tal C D 4c e11s as wellas
adt1t n aive CD4 cells． A dult m e m ory CD 4c ells prefere ntially pr ovi de help forthe
P W M－ driv e nIg － Pr Odu ctio n of B cells－ T he fu n ctio nal prope rtie s of n e o n at l C D 4c ells
w er e char a ct eriz ed by neBligible help and a v ery str ong sup pr ession of the Tg
－
pr Odu ctio n of
B cells． After stim ulatio n with phytohe m agglutininくPHAl a nd pr opagation in the pr es e n c e
of intcrle ukin －2 くI L－ 21， nC Ona t al C D 4cells c a me t o e xpr e s sthe m em o ry phe n oty pe
くCD 4 5 R O＋， CD 4 5 R A
J
I， a C C Om panied by the acquisition of s o me me mory cel ト1ike
fun c tions， S u Ch as ahelpe rfun ction for the P W M
－induc ed Ig－ prOduc tion of B c ells a nd
anti－ C D 3－ O r anti－ CD 2－ m ediated r esponsivene s s． Altho ugh su ch c ultured ne ona t al CD 4
c ells c o uld be trig ge red by stim ulatio n with a nti
－ C D 3a nd a nti－ CD 2 m A b， they w e re sti11
lo w in helper a ctivity in Ig produ ction， eSpeCia11y for IgA induc tio n， aS C O mpar ed with
adult m e mo ry C D4 c ells． In c o ntr as t， C ultu r ed adult n aiv e C D 4c e11s， al
o ng with
c ultur e－induc ed phe n otype ce nversio n， a Cquired efficienthelper activity in Ig
－
pr Oduc tion
co mparable to that of m e mory CD 4c e11s． The s e r e s ults s ug ge sted that， tho tlgh r e spe ctiv e
phe n nty pe e xpre ssio n in both n eona t al C D 4c ells and ad
ult n aiv e CD 4 c ells w e r e ne a rly
the s am e in fre sh and c ultur ed state s， ne On atal CD 4 c ells might be still im m atu re in their
Eu nctio nal a spe cts， aS CO m pa r ed to adult n aiv e CD 4cells 一
